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le fragment Hindlli de 3.6 kb present dans le plasmide 
CNCM 1-1588 ou le fragment EcoRV de 6.5 kb present 
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resistant un Streptococcus a au moins un phage, carac- 
terise en ce que Ton clone dans un vecteur un fragment 
d'ADN de phage virulent contre un Streptococcus capa- 
ble de conferer a un Streptococcus une resistance a au 
moins un phage, et on introduit le vecteur dans un 
Streptococcus. 
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Description 

La presente invention se rapporte k I'utilisation d'un fragment d'ADN de bacteriophage pour rendre r6sistante aux 
bacteriophages une bacterie lactique le contenant. 

5 

Etat de la technique 

La vulnerability des bacteries lactiques k une attaque phagique repr6sente un probieme majeur dans I'industrie du 
yogouft qui trarte des volumes importants de lart. Les bacteriophages (ou phages) peuvent etre apportes au cours du 

io processus de fabrication du yogourt k cause d'un manque d'hygiene. lis peuvent aussi apparaTtre suite k I'entr6e en 
phase lytique d'un phage lysogene, c'est k dire un phage integr6 dans le g6nome d'une bacterie sous une forme 
latente. Pour r6duire I'incidence de ces attaques, I'industrie recours g6neralement k I'utilisation d'un melange de sou- 
ches differentes de bact6ries lactiques naturellement resistantes k certains phages, ou k I'utilisation en rotation pour 
chaque etape de production k des souches differentes de bacteries lactiques. Cependant ces systemes pr6sentent 

15 I'inconvenient que Ton est oblige d'utiliser des souches differentes de bacteries lactiques. ce qui conduit k masquer les 
proprietes organoleptiques et de texture d'une souche int6ressante par rapport aux autres souches utilis6es. II serait 
done particulierement avantageux de pouvoir avoir des moyens pour eiargir le spectre de resistance d'une souche de 
. bacterie lactique interessante. 

La resistance naturelle aux phages des bacteries lactiques est gen6ralement d'origine bact6rienne, et fait interve- 

20 nir des mecanismes de restriction/modification, d'interference k I'adsorption des particules phagiques, et/ou d'avorte- 
ment de la phase lytique du phage. Ces resistances sont de plus g6neralement codees par un plasmide bacterien. 
Larbi et al. decrivent ainsi deux souches de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (S. thermophilus) presentant 
au moins trois mecanismes bacteriens de resistance aux phages (J. Dairy Res., 59., 349-357, 1992). 

Ces mecanismes bacteriens de resistance aux phages peuvent etre par ailleurs utilises pour eiargir le spectre de 

25 resistance aux phages des bacteries lactiques. Sing W. D. et ai. decrivent ainsi la fabrication de clones de Lactococcus 
tactis subsp. lactis (Lactococcus lactis) comprenarrt chacun un plasmide different codant pour un mecanisme bacterien 
de resistance aux phages (Applied and Environmental Microbiology, 59, 365-372, 1993). 

Errfin, une autre source potentielle de m6canismes de resistance aux phages de bacteries lactiques a 6t6 recem- 
ment mise en evidence par Hill C. et al. (Journal of Bacteriology, 172 . 6419-6426, 1990). Des fragments d'ADN d'un 

30 phage virulent contre des Lactococcus lactis peuvent en effet conf6rer une resistance aux phages k des Lactococcus 
lactis qui les contiennent. Les mecanismes de resistance impliques ne sont pas encore clairs. On peut cependant rai- 
sonnablement estimer qu'ils sont lies k la surproduction ou la titration de signaux regulateurs essentiels au developpe- 
ment des phages. 

35 Resume de Invention 

La presente invention a pour but de fournir de nouveaux fragments d'ADN de phages capables de conf6rer une 
resistance aux phages k un Streptococcus. 

A cet effet, la presente invention concerne tout fragment d'ADN de phage virulent contre des Streptococci capable 
40 de confer er k un Streptococcus le contenant une resistance k au moins un phage, en particulier les fragments homo- 
logues ou s'hybridant avec le fragment d'ADN Hindi II de 3.6 kilo-bases (kb) present dans le plasmide CNCM 1-1588 ou 
le fragment d'ADN EcoRV de 6.5 kb present dans le plasmide CNCM 1-1589. 

L'invention concerne aussi un proc6de pour rendre resistant un Streptococcus k au moins un phage, dans lequel 
on. clone dans un vecteur un fragment d'ADN de phage virulent contre des Streptococci capable de conferer k un 
45 Streptococcus une resistance k au moins un phage, et on introduit le vecteur recombinant dans un Streptococcus. 

La pr6sente invention concerne egalement les organismes du genre Streptococcus comprenant, integres dans 
leur genome ou par le moyen d'un plasmide replicable, un fragment d'ADN de phage virulent contre des Streptococci 
capable de conferer k un Streptococcus une resistance k au moins un phage, notamment un fragment homologue ou 
s'hybridant avec le fragment d'ADN Hindlll de 3.6 kb present dans le plasmide CNCM 1-1588 ou le fragment d'ADN 
so EcoRV de 6.5 kb present dans le plasmide CNCM 1-1589. 

Les vecteurs de replication ou d'integration recombinants comprenant un fragment d'ADN selon la pr6sente inven- 
tion, sont egalement un objet de linvention. 

Les Streptococci transform6s par un fragment d'ADN selon linvention preserrtent la surprenante propriete d'etre 
resistarrts non seulement au phage k partir duquel le fragment d'ADN a 6t6 isoie, mais aussi aux phages qui leur sont 
55 homologues et memes k certains phages qui leur sont heterologues. 

Les fragments d'ADN selon la presente invention permettent done d' eiargir consid emblement le spectre de resis- 
tance aux phages d'un Streptococcus. Pour cela, on peut transformer un Streptococcus par un vecteur comprenant un 
ou plusieurs fragments selon l'invention pouvarrt porter des mecanismes de resistance diff6rents. On peut aussi trans- 
former un Streptococcus par un vecteur selon l'invention comprenant en outre un ou plusieurs mecanismes bacterien 
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de resistance. 

D'une manure surprenante. le spectre de resistance confere par un fragment seion invention peut §tre different 
selon la souche de Streptococcus renfermant ledit fragment. 

Finalement, on peut aussi envisager de developper des clones d'une souche de Streptococcus interessante ayant 
5 chacun un spectre de resistance different. Ces clones de Streptococcus pourraient §tre ainsi utilises avantageusement 
en rotation lors de la fermentation industrielle d'un lait pour fabriquer du yogourt ou du fromage. par exemple. 

Description detaillee de 1'invention 

io Dans la suite de la description, on entend par "phage homologue" les phages faisant parti d'un groupe de phages 
qui attaquent les memes souches de bacteries et qui ont un comportement lytique similaire. A I'inverse, un phage ne 
remplissant pas les deux conditions def inies ci-dessus est un phage heterologue. - 

Au sens de la presente invention, on entend par "sequence homologue" toute sequence ne different des sequen- 
ces selon rinvention que par la substitution, la deletion ou I'addition d'un petit nombre de bases. Dans ce cadre, on con- 
is siderera en particulier comme homologue deux sequences d'ADN qui, du fait de la degenerescence du code 
genetique, cedent pour un meme polypeptide. On considerera aussi comme sequence homologue, celle qui presente 
plus de 80% d'homologie avec les sequences selon Invention. Dans ce dernier cas. I'homologie est determinee par le 
rapport entre le nombre de bases d'une sequence homologue qui sont identiques a celles d'une sequence selon 
rinvention, et le nombre total de bases de ladite sequence selon ['invention: 
20 Au sens de la presente invention, on entend par "fragment qui s'hybride" tout fragment capable de s'hybrider aux 
fragments selon rinvention par la methode de Southern- Blot (Sambrook et al... Molecular Cloning, A Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, U.S.A., 1989, chapitre 9.31 a 9.58). De preference, I'hybridation est con- 
duce dans des conditions rigoureuses de maniere a eviter des hybridations aspecrfiques ou peu stables. 

Enfin, le terme "fragment" ou "fragment d'ADN" doit etre compris comme un fragment d'ADN double brin d'origine 
25 phagique, qui peut etre synthetase, reproduit in-vitro par exemple par la methode connue appelee "Polymerase Chain 
Reaction", ou reproduit /n-wyo dans une bacterie du type Escherchia coli ou Lactococcus lactis, par exemple. 

Pour mettre en oeuvre un procede de selection d'un fragment d'ADN selon I'invention, on peut fabriquer une ban- 
que de Streptococci renfermant des fragments d'ADN phagiques couvrant partiellement ou la totalite du genome d'un 
phage. Peur cela, on peut digerer de I'ADN phagique par une enzyme de restriction, on clone le prpduit de digestion 
30 dans un vecteur, puis on introduit les vecteurs dans des Streptococci, par exemple. 

Ensuite on peut cultiver la banque de Streptococci transformes dans un milieu de culture comprenant des phages 
virulents contre des Streptococci de maniere a separer une deuxieme banque de Streptococci resistants aux phages, 
par exemple. 

On peut alors isoler classiquement des clones resistants aux phages en etalant des dilutions de la deuxieme ban- 

35 que sur un milieu de culture solide, puis selectionner parmi les clones isoles ceux qui presentent une resistance au 
moins 100 fois superieure a celle du Streptococus non-transforme, par exemple. 

Comme alternative au procede decrit ci-dessus, on peut aussi isoler pr£alablement chaque fragment d'ADN pha- 
gique par une electrophorese d'un produit de digestion d'ADN phagique suivie d'une elution d'une bande de gel com- 
prenant le fragment d'int6ret. Puis on peut doner chaque fragment isole dans un vecteur, introduire chaque vecteur 

40 dans un Streptococcus, et selectionner un Streptococcus presentant une resistance au moins 100 fois sup£rieure a 
celle du Streptococcus non-transforme, par exemple. 

Pour selectionner parmi les Streptococci resistants ceux qui presentent une resistance au moins 100 fois supe- 
rieure a celle d'un Streptococcus non-transforme (par un fragment d'ADN phagique), on etale de preference une dilu- 
tion d'une suspension de phages virulent sur une culture confluente en milieu solide de Streptococci (transformed ou 

45 non), on compte le nombre de plaques (chaque plaque resultant d'une infection par un phage), et pour une dilution don- 
nee on determine le rapport entre le nombre de plaques apparaissant sur une culture de Streptococci non transformes 
et celui apparaissant sur une culture de Streptococci transformes. On peut ainsi selectionner un Streptococcus trans- 
forme presentant un rapport d'au moins 100, de preference un rapport compris entre 10 3 et 10 12 . 

On a pu ainsi isoler du phage <|>Sfi21 qui est particuliSrement virulent contre des S. thermophilus (Collection du 

so Centre de Recherche Nestle. Lausanne) un fragment d'ADN Hindlll de 3.6 kb. Ce fragment est present dans le plas- 
mide pMZ23 qui a £t£ depose.sous la forme de la souche S. thermophilus Sfi1 le contenant, le 7 juin 1995, aupres de 
la Collection Nationale de Culture de Microorganisme (C.N.C.M.), Institut Pasteur, 28 rue du Dr Roux, 75724 Paris 
cedex 15. France, ou il a recu le numero de depc-t CNCM 1-1588 . Ce fragment d'ADN Hindlll de 3,6 kb permet de con- 
terer a un Streptococcus qui le contient, notamment a un S. thermophilus, une resistance aux phages qui sont homo- 

55 ■ logues au phage a partir duquel le fragment d'ADN a 6te s^lectionne, mais aussi une resistance a certains phages qui 
lui sont necrologues. 

On a pu aussi isoler du phage 4>Sf i2 qui est virulent contre des S. thermophilus (Collection du Centre de Recherche 
Nestl6. Lausanne) un fragment d'ADN EcoRV de 6.5 kb. Ce fragment est present dans le plasmide pMZ31 d6pose, 
sous la forme de la souche' S. thermophilus Sfi1 le contenant, le 7 juin 1995, aupres de la C.N.C.M., Institut Pasteur, 
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28 rue du Dr Roux, 75724 Paris cedex 15. France, oil il a recu le num§ro de dep6t CNCM 1-1589. li permet de conferer 
a un Streptococcus qui le contient, notamment a un S. thermophilus, une resistance a au moins un phage. 

En particulier. on a pu isoler un fragment EcoRI de 0.8 kb qui est conserve dans les fragments susmentionnes Hin- 
di! I et EcoRI. Ce fragment ayant la sequence SEQ ID NO:1 qui est donnee dans la liste de sequence ci-apres. presente 
5 la particularity d'etre relativement bien conserve dans les phages homologues au phage $Sfi21. II permet egalement 
de conferer a un Streptococcus qui le contient. notamment a un S. thermophilus. une resistance a au moins un phage. 

Vu Tinteret pr6sent6 par les fragments d'ADN de 6.5 kb. 3.6 kb et 0.8 kb. et le fait que pour la premiere fois des 
fragments d'ADN de phage virulent contre un Streptococcus ont pu conferer une resistance a un Streptococcus le con- 
tenani. la presente invention concerne tout fragment d'ADN de phages virulents contre un Streptococcus qui est capa- 
io ble de conferer a un Streptococcus une resistance a au moins un phage. 

En particulier, llnvention peut concerner tout fragment d'ADN qui. premierement est homologue ou qui stiybride 
avec le fragment Hindlll de 3.6 kb, le fragment EcoRV de 6.5 kb et/ou le fragment EcoRI de 0.8 kb. et deuxiemement 
est susceptible de conferer a un Streptococcus une resistance a au moins un phage. De preference, on choisit des 
fragments d'une longueur d'au moins 20 paires de bases (pb), cette limite inferieure etant arbitrairement fix6e du fait 
is que les petits fragments s'hybridant specifiquement ont generalement une longueur de 1 5-25 pb. 

Pour mettre en oeuvre le proc6d6 pour rendre resistant un Streptococcus a au moins un phage, on clone de pre- 
ference dans un vecteur un fragment homologue ou s'hybridant avec le fragment Hindlll de 3.6 kb present dans le plas- 
mide,CNCM 1-1588 ou le fragment EcoRV de 6.5 kb present dans le plasmide CNCM 1-1589. De preference, on utilise 
le fragment EcoRI de 0.8 kb. 

20 Le vecteur peut etre un plasmide d'expression replicable pouvant comporter des systemes de replication et 
d'expression d'autres microorganismes, comme par exemple de Escherichia coliou de Lactococcus lactis, par exem- 
ple. II peut §tre aussi un vecteur d'integration. II faut egalement noter qu'il n'est pas utile de placer en amont de la 
sequence du phage, des sequences indispensables a I'expression de cette sequence, comme par exemple un promo- 
teur de Streptococcus, 

25 Dans le proc6de d'expression ou de selection selon la presente invention, on peut introduire le vecteur dans une 
bacterie du genre Streptococcus, notamment S. thermophilus, par conjugaison. transfection ou transformation, par 
exemple. t'organisme ainsi transforme comprend alors de preference plusieurs copies du vecteur transforme. 

La presente invention est decrite plus en detail ci-apres a laide du complement de description qui va suivre. qui se 
retere a des exemples d'obtention de fragments d'ADN, de plasmides recombinants et de bacteries transformees selon 

30 Hnvention. II va de soi, toutefois. que ces exemples sont donnes a titre d'illustration de I'objet de I'invention dont ils ne 
constituent en aucune maniere une limitation. 

La manipulation de I'ADN, le clonage et la transformation de cellules bacteriennes sont. en I'absence de precisions 
contraires. effectues selon les protocoles decrits dans I'ouvrage de Sambrook et al. cite plus haul Les pourcerrtages 
sont donnes en poids. sauf indication contraire. 

35 

Figures 

Figure 1: courbes de croissance en plaque de-microtitration (densite optique en fonction du temps) de la souche 
de S. thermophilus Sf il transform6e par le plasmide pNZ124 en presence ou en absence des phages <(>Bas3, 
40 <j)Bas1 1 . 4>Bas1 9. <t>Sfi21 . <|>Sfi2 et *Sfi1 8. 

Figure 2: courbes de croissance en plaque de microtitration (densite optique en fonction du temps) de la souche 
de S. thermophilus Sf il transform6e par le plasmide pMZ23 en presence ou en absence des phages <|>Bas3, 
<|>Bas11. <|>Bas19, $Bas3, <J>Sfi21 . <J>Sfi2 et<(>Sfi18. 

45 

Milieux: (rajouter 1 ,5% de Bacto-agar pour un milieu solide) 

M17 (Difco.USA): 0,5% de tryptone. 0,5%. de soytone, 0.5% de viande hydrolysee. 0,25% d'extrait de levure, 
0.05% d'acide ascorbique, 0.025% de sulphate de magnesium. 1,9% de disodium-beta-glycerophosphate. et de 
so I'eau. 

LM1 7: milieu M17 comprenant 0,5% de lactose. 

- LM17/CaCI 2 : milieu LM17 comprenant 0,05% de CaCI 2 . 

MSK: lait ecreme (poudre reconstitu6 a 10%) comprenant 0,1% d'extrait de levure. 

MRS: 1% de peptone, 1 % de viande hydrolysee, 0,5% d'extrait de levure, 0,5% d'acetate de sodium, 0.01% de sul- 
55 phate de magnesium, 0,2% de phosphate de dispotassium, 0,2% de citrate d'ammonium, 0,005% de sulphate de 
manganese, 2% de dextrose, 0.1% de tween 80, et de I'eau. 

- HJ: 3% tryptone, 0.2% extrait de boeuf, 1% extrait de levure, 0.4% de KH 2 P0 4 . 
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Souche? bacteriennq?: 

S. thermophilus Sfi21 qui a 6te d6pos6e le 18 mai 1994, k la CNCM ou il a recu le num6ro de d6p6t CNCM 1-1424. 
Cette souche est sensible au phage 4>Sfi21 et naturellement resistante aux phages <(>Bas3, <(>Bas1 1, $Bas19, <t>Sfi2, 
5 <}»Sfi9 et 4iSfi18. 

S. thermophilus Sfi1 qui est sensible aux phages <j>Bas3, 4>Bas1 1 , (j>Bas19, 4>Sfi2 et <>Sfi1 8. et naturellement r6sis- 
tante au phage <(>Sfi9. Deux clones de cette souche contenarrt le plasmide pMZ31 ou pMZ24 ont 6t6 deposes k la 
CNCM sous les num6ros de depdt cit6s ci-dessus CNCM 1-1588 et CNCM 1-1589. 
- ' S. thermophilus Sfr9 qui a ete d6pos6e le 18 mai 1994 k la CNCM ou il a recu le num6ro de depot CNCM 1-1421. 
w Cette souche est sensible au phage <J>Sfi9 et naturellement resistante aux phages <|>Bas1 1, <|>Bas19, <}>Bas3, cJ>Sfi2. 
4>Sfi18 et 4>Sfi21. 

Ces trois souches Gram-positifs presentent au microscope un aspect de coques formant des chaTnettes non fla- 
gelies. Ces souches ne font pas de spores et elies sont ana&orobes facultatifs. 

15 

Exempts L cipnage de fragments d'APN du phage &Sii2J 

1.1. Preparati on de fragments d'ADN du phage 6Sfi21 : on inocule 200 ml d'un milieu liquide LM17/CaCI 2 avec 1% 
d'une culture en phase stationnaire de ia souche S. thermophilus Si'\2Ye\ 500\x\ d'une suspension de phage com^ 

20 prenant environ 10 8 particules/ml (Collection Nestle). On incube le milieu k 42°C jusqu'& ce que la lyse soit com- 
plete (environ 2 heures), oh centrifuge le milieu pendant 30 min k 8000 rpm et k 4°C dans un rotor Sorval SS-34, 
on r6cup6re le surnageant que Ton recentrifuge dans le meme rotor pendant 6 h k 12000 rpm et k 4°C, puis on 
resuspend le culot de particules phagiques dans 0.5 ml d'un tampon comprenant 20mM Tris pH 7,2, 10 mM NaCI, 
10 mM MgS0 4 . On conserve alors ia suspension de particules phagiques k -20°C (cette methode peut fetre aussi 

25 appliqu6e pour preparer une suspension d'autres phages). 

On trarte la suspension de phages par 5ng/ml d'une d6soxyribonucl6ase et 1jig/ml d'une ribonud6ase pendant 
30 mm k 37°C, on ajoute 50 mM d'EDTA et 0.8% de SDS et on incube pendant 5 min k 37°C, puis on ajoute 
100ng/ml de proteinase K et on incube 1h k 56°C. On extrait les proteines par 1 volume d'une solution de phenol 
satur6e par.du TE (100mM de Tris pH7,5 et 10mM d'EDTA), suivie par 1 volume de chloroforme. Puis on precipite 

30 I'ADN phagique present dans la phase aqueuse dans 2 volumes d'6thanol comprenant 0.3M d'ac6tate de sodium 
pH5,2 k -70°C pendant au moins 30 min. On centrifuge k 13000rpm et on resuspend le culot d'ADN phagique dans 
0,4 ml d'eau. ' . . * 

On digfcre ensuite classiquement une partie de la solution d'ADN phagique par I'enzyme de. restriction Hindlll 
(Boehringer-Mannheim, Germany) dans un tampon comprenant 20 mM de KCI, 10 mM de Tris-HCI pH8, 10 mM 

35 de MgCI 2 , 1 mM de DTT et 0,1mg/ml de BSA. Puis dans les conditions decrites ci-dessus, on extrait les prolines 
au phenol, et on precipite et on resuspend I'ADN dans la solution de TE de maniere k obtenir une solution compre- 
nant 100ng/pJ d'ADN phagique * 

1.2. Preparation d'une banoue de Streptococci renfermant des fragments d'ADN couvrant une orande partie du 
40 genome du phage <bSfi21 : dans les conditions d6crites ci-dessus. on digere classiquement le vecteur pNZ124 (de 

M. De VOS. Agricultural University of Wageningen, The Netherlands) par I'enzyme de restriction HindWl A la fin de 
la reaction, on extrait les proteines au phenol, oh precipite et on resuspend I'ADN dans la solution de TE de 
maniere k obtenir une solution comprenant .1 00ng/|il d'ADN plasmidique. 

On melange une quantite de la solution de vecteur pN2124 (100ng), une autre quantite de la solution de frag- 

45 ments d'ADN (100ng) et de I'eau jusqu'& 17^1. On chauffe le melange pendant 2 k 5 min k 56°C, puis on ajoute 2\i\ 
d'un tampon classique de ligation et 1 julI d'une solution de T4 DNA iigase (Boehringer Mannheim, Germany). A la 
fin de la reaction on extrait les proteines au ph6nol, puis on precipite classiquement I'ADN. 

On prepare des cellules competentes de la souche S. thermophilus $U\ , sensible k tous les phages mention- 
n6s dans les figures 1 et 2, par la methode de Marciset et al.. Biotechnology and Bioengineering, 43, 490-496, 

so 1994. 

On transforme par eiectroporation les cellules competentes avec les vecteurs transformes (Marciset et al.). 
Pour cela, on melange 200^1 de la suspension de cellules competentes decongeiees avec le culot precipite de vec- 
teurs recombinants, on place le melange dans une cuvette d'un dispositif d'61ectroporation-(Gen Pulser, Biorad), et 
on soumet la cuvette & 2100 V, 25^F et 400O. On ajoute ensuite 1ml du milieu de culture liquide HJ comprenant 
55 en outre 0,5% de lactose, et on incube k 42°C pendant 4h. On etale la culture sur un milieu LM17 solide compre- 
nant en outre 4fig/ml de chloramphenicol. Les bact6ries qui survivent constituent la banque de Streptococci ren- 
fermant des fragments d'ADN couvrant la totality du g6nome du phage <[>Sfi21. II faut toutefois noter que certains 
Streptococci renferment.le vecteur pNZ124 qui s'est recircularise sans incorporer un ou plusieurs fragments pha- 
giques. 
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1.3. Preparation d'une banque de Streptococci rSsistants aux phages: on cultive la banque de Streptococci ci-des- 
sus dans un milieu de culture liquide LM 1 7 comprenant en outre 4jig/ml de chloramphenicol et 1 OO^I de la suspen- 
sion de particules de phages $Sfi21 (point 1.1 ci-dessus). Les bactSries qui survivent constituent la banque de 
Streptococci rSsistants aux phages. 

5 

I.4 Analyse du plasmide pMZ23: parmi les S. thermophilus resistants aux phages on a pu isoler un clone renfer- 
mant le plasmide pMZ23 qui a re?u le numerp de depot CNCM 1-1588 et qui cpntient un fragment d'ADN phagique 
Hindlllde 3.6 kb. 

. La resistance aux phages conferee par le plasmide pM223 peut etre determinee par un test en plaque de 
w microtitration. Pour cela, on cultive le done de S. thermophilus Sfi1 renfermant le plasmide pMZ23 dans du milieu 
MSK supplements de 4jig/ml de chloramphenicol. On dilue 100u.l de la culture en phase stationnaire & 0.9ml de 
milieu LM17/CaCI 2 supplements de 4^g/ml de chloramphSnico. On rSparti dans les puits de la plaque de microti- 
tration (en triple; dilution 1/100) 200\i\ du milieu ci-dessus, 22nl de la culture diluee et 2,5jil/m! de la suspension de 
phage <J>Sfi21 ci-dessus. On incube la plaque a 42°C et on mesure la densite optique a 620-630nm toutes les 15 
is min pendant 7,5 h (Automatic Reader, Dynatech). 

Le meme test a ete realise avec des phages homologues du phage <|>Sfi21, c'est a dire les phages <f>Sfi2, 
<|>Sfi18, et <(>Bas3, et des phages necrologues' du phage <t>Sfi2l, c'est a dire les phages 4>Bas1 1 et <()Bas19. Pour 
cela, on a prepare une suspension de ces phages comme dScrit au point 1.1 ci-dessus. 

Pour comparajson, on realise en parallele le meme test avec la souche S. thermophilus Sfi1 transformSe en 
20 absence de phages. On realise aussi le meme test avec la souche S. thermophilus transformee par le plasmide 
pN2124. 

Les resultats des essais presentes a la f igure 1 montrent que la souche S. thermophilus Sfi1 transformee par 
le plasmide pNZ124 est sensible a tous les phages utilises. Le plasmide pNZ124 n'est done pas responsable de la 
resistance. 

25 Les resultats des essais presentes a la figure 2 montrent que la souche S. thermophilus Sfi1 transformee par 

le plasmide pMZ23 est resistante a tous les phages utilises. Le fragment phagique Hindlll de 3.6 kb est done bien 
responsable de la resistance. II permet de confSrer une resistance aux phages homologues et aux phages hetero- 
iogues du phage <j>Sfi21. 

30 I.5. Evaluation du deare de resistance : on melange a 0,3ml d'une culture fralche dans du MSK (supplements de 
4ng/ml de chloramphenicol) des souches S. thermophilus Sfi1 transformees par les plasmides pNZ124 ou pMZ23, 
2,5ml de milieu MRS agar (0,7% Bacto-agar) a 52°C, et 0,1ml de dilutions de la suspension de chaque phage lva- 
lue (les suspensions de phages sont preparees comme decrit au point 1.1. ). On Stale le mSlange sur un milieu 
solide LM1 7 supplSmentS avec du chloramphenicol, on incube a 42°C sous anaSrobiose, et on compte le nombre 

35 de foyers defection sur le milieu solide (sous la forme de plaques). On dStermine ensuite pour une dilution donnSe 
le rapport pNZ124/pMZ23 dSterminS par le rapport entre le nombre de plaques sur une culture de S. thermophilus 
transformSe par pNZ124 et celui sur une culture de S. thermophilus transformSe par pMZ23. 

Les rSsultats presentSs dans le tableau 1 ci-aprSs montrent que le fragment Hindlll de 3.6kb du gSnome du 
phage 4>Sfi21 permet de confSrer une rSsistance aux phages qui sont homologues au phage $Sfi21. 

40 



Tableau 1 



Phages virulents contre 
S. thermophilus Sfi1 


Rapport 
pNZ124/pMZ23 


())Sfi21 


10 5 -10 7 


<t>Sfi 2 (homologue <|>Sfi21) 


>10 7 


<(>Sfi18 (homologue $Sfi21) 


>10 7 



I.6. Analyse du fragment Hindlll de 3.6 kb : dans le but de dSterminer si des parties du fragment Hindlll de 3.6 kb 
pourraient Sgalement confSrer une rSsistance aux phages, on clone des fragments EcoRI du fragment Hindlll de 
55 3.6 kb dans pNZl24 et on transforme le plasmide dans S. thermophilus Sfi1. 

Pour cela. on pur'rfie le plasmide pMZ23 et on le coupe en fragments par I'enzyme de restriction HindUl par des 
moyens connus de I'homme du mStier. Les fragments d'ADN sont alors sSparSs par Slectrophorese sur un gel 
d'agarose. On dScoupe du gel la bande comprenant le fragment de 3.6 kb, on dSpose la bande sur une membrane 
de centrifugation de 0.45jim (MC ultrafree filter) que Ton conserve a -20°C pendant 10 min. et on centrifuge le tout 
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pendant 20 min a 10000 rpm et a temperature ambiante dans une cerrtrifugeuse Heraeus Biofuge A. On extrait le 
f iltrat avec du phenol sature de TE, puis on precipite la phase aqueuse par de I'ac6tate de sodium et de I'ethanol a 
-70°C pendant au moins 30 min. On centrifuge a 13000rpm, on resuspend le culot dans 0,5 ml d'une solution a 
70% d'ethanol. on recentrifuge a 13000rpm, puis on resuspend le fragments d'ADN de 3.6 kb dans 10 \i\ d'eau. • 

5 On coupe le fragment de 3.6 kb par I'enzyme de restriction EcoRI, on ligue les fragments au plasmide pN2124 

prealablement coupe par EcoRI, et on transforme les plasmides recombinants a la souche S. thermophilus Sfi1. 
Les conditions exp6rimentales sont similaires a celles presentees au point 1.1 et L2 ci-dessus. On selectionne 
ensuite les bacteries resistantes aux phages <t>Sfi2l dans des conditions similaires a celles presentees au point I.3 
ci-dessus, et on isole un clone particulierement resistant renfermant un plasmide pMZ23c comprenant un fragment 

10 d'ADN phagique EcoRI de 0.8 kb. 

On 6value la resistance conferee par ce fragment a un Streptococcus dans les conditions presentees au point 
I.4 ci-dessus. Les resultats pr6sent6s dansle tableau 2 ci-apres montrent que le fragment de 0.8 kb du genome du 
phage <|>Sfi21 permet de conf6rer une resistance aux phages qui sont homologues au phage 4>Sfi21 . 

15 

Tableau 2 



Phages virulerrts contre 
S. thermophilus Sfil 


Rapport pNZ124 
/pMZ23c 


+Sfi21 


10 5 


Sfi2 (homologue4>Sfi21) 


10 3 


<(>Sfin 8 (homologue <(>Sfi21) 


>10 10 



25 

1.7 Seouencaae du fragment EcoRI de 0.8 kb : on purifie le plasmide pMZ23c par des moyens connus de Thomme 
du metier, puis on sequence le fragment EcoRI de 0.8 kb par la methode cbnnue utilisant des dideoxynucieotides 
(Sanger et al. Proc. Natl. Acad. Sci., 74, 5463-5467, 1977). Pour cela, on utilise des oligonucleotides servant 
30 d'amorce qui s'hybrident aux sequences provenant du plasmide pNZ124, de part et d'autre de la sequence phagi- 
que. 

Les resultats montrent que le fragment EcoRI de 0.8 kb preserrte la sequence SEQ ID NO:1 donnee dans la 
liste de sequence ci-apres. 

35 Exempie H (Signage du fragment d'ADN EcqRV de 6,5 kb du phage 62*12 

On prepare une banque de souches S. thermophilus Sfi1 renfermant des plasmides pNZ124 rencombinants com- 
prenant des fragments EcoRV du genome du phage <(>Sfi2. On utilise pour cela une methode similaire a celle d6crite 
aux points 1.1 et I.2 ci-dessus. 

40 On prepare ensuite une banque de souches S. thermophilus Sfi1 resistantes aux phages, comme d6crit au point 
I.3 ci-dessus. Parmi les S. thermophilus resistants aux phages, on a pu isoler un clone renfermant le plasmide pMZ31 
qui a recu le nume>o de d£p6t CNCM 1-1589 et qui contient un fragment d'ADN phagique EcoRV de 6.5 kb. 

La resistance aux phages conferee par le plasmide pMZ31 peut fetre aussi determined par des tests similaires a 
ceux d6crits aux points 1. 4 et I.5 ci-dessus. 

45 Des parties du fragment EcoRV de 6.5 kb peuvent 6galement conf6rer une resistance aux phages a un 
Streptococcus le contenant. Pour cela, par une m6thode similaire a celle d6crite au point I.6. ci-dessus. on purifie le 
plasmide pMZ31, on le coupe en fragments a I'aide de diverses enzymes de restriction, on sous-clone ces fragments 
dans le plasmide pNZ124, et on transforme S thermophilus Sfi1 avec les vecteurs recombinants (que Ton nomme 
pMZ31 -fragment): Finalement on selectionne des bacteries transform6es presentant une resistance aux phages au 

so moyen du test d6crit au point I.5 ci-dessus. En particulier, on selectionne des bacteries pr6sentant un rapport 
"pNZl24/pMZ31 -fragment" superieur a 100. Ce rapport est determine par le nombre de plaques sur une culture de S. 
thermophilus transform6e par pNZ124 et celui sur une culture de S. thermophilus transformee par pMZ31 -fragment. 

Les r6sultats pr6sentes dans le tableau 3 ci-apres montrent que quatre fragments issus du fragment EcoRV de 6.5 
kb peuvent conf6rer une tres bonne resistance a un Streptococcus, a savoir les fragments EcoRV-Bglll de 3 kb, Bglll- 

55 Hill de 2 kb, Bglll-EcoRV de 3.5 kb et EcoRI-EcoRI de 0.8 kb. 
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Tableau 3 



Fragment d'ADN phagique 
oans b. tnermopntius oiii 


Phage(s) utilises) pour evaluer le degre 
• de resistance (voir point 1. 6 ci-dessus) 


Rapport pN21 24/pMZ31 -fragment 
(voir point 1. 6 ci-dessus) 


bCORV-bCORV de 6.5 Kb 


xOiin 
$OllZ 


300 


EcoRV-Bglll de 3 kb 


<(>Sfi2 


10 8 




4>Sfi18 • 


>10 10 




(pout ( 


in 7 


Bglll-HlII de 2 kb 


4>Sfi2 


2,6x10 5 


Bglll-EcoRVde3.5kb 


4>Sfi2 


3x1 0 6 


EcoRI-EcoRI de 0.8 kb 


<|>Sfi2 


>10 7 




$Sfi18 


>10 10 




4»Sfi21 


>10 7 



On peut remarquer que la resistance conferee a S. thermophilus Sfi1 peut Stre differente entre les fragments, 
m6me si ceux-ci presentent des parties identiques de sequences nucieiques. En effet, le fragment Bglll-RcoRV de 3.5 
. kb contient le fragment Bglll-HIII de 2 kb, et le fragment EcoRV-Bglll de 3 kb contient le fragment EcoRI-EcoRI de 0.8 
25 kb. 

De plus, le s6quencage du fragment EcoRI-EcoRI de 0.8 kb par la methode des did6oxynucleotides r£v£le une 
sequence identique a la sequence SEQ ID NO:1. La souche S. thermophilus Sfi1 contenant le plasmide pMZ31- 
[EcoRI-EcoRI de 0.8 kb], soumise aux attaques des phages decrits a la figure 2, montre des courbes de croissance 
trSs similaires a celles obtenues dans les mfemes conditions pour la souche S. thermophilus Sfi1 contenant le plasmide 
30 pMZ23c. 

Exemple III 

On transforme par eiectrqporation le plasmide pMZ23 a la souche S. thermophilus Sfi9. On utilise pour cela une 
35 methode similaire & celle d£crite au point I.2 ci-dessus. Evaluation du spectre de resistance de la souche transformee 
par un test similaire a celui decrit au point I.5 ci-dessus, montre que la souche S. thermophilus Sfi9 transformee est 
resistant e au phage 4>Sfi9 qui est un phage heterologue des phages <|>Sfi21 et 4»Sfl2. 

Exemple IV 

40 • 

On prepare un starter congeie des souches S. thermophilus Sfi1 et S. thermophilus Sfi1 transform6e par pMZ23, 
en inoculant un lait reconstitue sterile a raison cJe 1% d'une pr6culture (en milieu MSK) de chaque souche prise au 
stade de coagulation du milieu, en incubant le lait a une temperature d'environ 42°C jusqu'a un pH de 5,1, en le refroi- 
dissant jusqu'a une temperature de 4°C, puis en le congelant a -75°C. 

45 On prepare des yogourts etuv6s par inoculation directe en melange des starters conge!6s. Pour cela, on ense- 
mence un lait reconstitue pasteurise (3,7% de matiere grasse et 2,5% de poudre de lait 6creme) par 6ml de chaque 
starter congeie, on I'incube jusqu'a un pH d'environ 4,65, puis on le ref roidit jusqu'a 4°C. 
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Lisle fte sainfftir,ff 

(l) INFORMATIONS GENERALES: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: SOCIETE DES PRODUITS NESTLE 

(B) RUE: AVENUE NESTLE 55 

(C) VILLE: VEVEY 

(D) ETAT OU PROVINCE: CANTON DE VAUD 

(E) PAYS: SWITZERLAND 

(F) CODE POSTAL: 1800 

(G) TELEPHONE: (41).21.924.47,60 

(H) TELECOPIE: (4 1).2 1.924.28.80 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: STREPTOCOCCUS RESISTANT AUX PHAGES 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 1 

<iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDrNATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentbi Release # 1 .0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: ■ 

(i) CARACTERJSTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 856 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 
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(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: Iincaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gcnomique) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



w 


GAATTCAAGG 


AAGAAAATAA 


CACAGTTTAT 


AAATTCCTTA 


ATGAATATTT 


GTCAGATGTC 


60 




GTTTCCACTC 


GTATTCCAGT 


TAGATTCTTG 


TGGGATGTAT 


ACCGCTCATG 


GTGTCACGAG 


120 


1S 


GGTAATCATA 


CTATCCCTAA 


AAAATCTAAC 


TTTGAAAAAG 


AGTTGGCACA 


GAATTTACCA 


180 


GTTGGTTGGA 


TAAAAGATAG 


ACAAAAACCT 


CTTGATTTTT 


TTAACCCAAC 


TAAAGATAAG 


240 




CCAGTTTATT 


GGCATGATTT 


CAATTTTAAT 


TGGGACGAAA 


ACGAGGCGAA 


GAAAGCAGCA 


300 


20 


GTAGTGGTTA 


TGGTTACTCA 


GTAACCGCAG 


GTTATTGCAA 


CAAGTAACCG 


TAAAACCCAT 


360 




TGAAAATAAA 


GGGTTTCGGT 


TGCTTTAGTT 


ACTTAGTTAC 


TACTTTTAAA 


TATATTTATA 


420 


25 


AATAAATAAA 


TAAATAAATA 


AATATATATA 


GAGAGAGACT 


TAAAAAAACG 


TGTAACTAAG 


480 


TAACTAAAGT 


GGCCAGAAAC 


CTTGATATAT 


AAGGGGTTTG 


CGGTGGTTAC 


GAGTAAAAGT 


540 




AACTGTTACT 


GTAATCGAGT 


AACAAAAGGA 


GAAAAAAATG 


GAAATTCAAT 


ACTTAGAGAT 


600 


30 


TAATCAAGAA 


CACGAACCTA 


ATGAAAATAT 


TAGTAATTAC 


ATCAAAGATT 


TTTCTGAAGC 


660 




GGCAACAGTT 


ATAGATGTGC 


AATGCAACGC 


TATTCCGGTA 


CATTTTGAAA AGGTTGGAGA 


720 


35 


AGACTATTGG 


ATCGATGAAG 


ATTATGGCAT 


TAAAGTTGTT 


GCGTTTATCA 


AAT AT GAAGA 


780 


TAACAAAGAG 


GCAACTCCAG 


AAAAGAAACA 


ATGGTTGAAG 


GAATTCAGTC 


AGATGTCGTT 


840 




TCCACTCGTA 


TTCCAG 










856 
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Revendications 

45 1 . Fragment d'ADN de phages virulents contre un Streptococcus capable de conferer a un Streptococcus le conte- 
nant une resistance a au moins un phage. 

2. Fragment d'ADN selon la revendication 1, homologue ou s'hybridant avec le fragment Hindlll de 3.6 kb present 
dans le plasmide CNCM I- 1588 ou le fragment EcoRV de 6.5 kb present dans le plasmide CNCM 1-1589. 

so 

3. Fragment d'ADN selon la revendication 2, homologue ou s'hybridant avec le fragment ayant la sequence SEQ ID 
NO:1. 

4. Fragment d'ADN selon Tune des revendications 1 et 2, constitue du fragment Hindlll de 3.6 kb present dans le plas- 
55 mide CNCM 1-1588, du fragment EcoRV de 6.5 kb present dans le plasmide CNCM 1-1589 ou du fragment ayant 

la sequence SEQ ID NO:1 . 

5. Procede pour rendre resistant un Streptococcus a au moins un phage, caracterise en ce que Ton clone dans un 
vecteur un fragment d'ADN de phage virulent contre un Streptococcus capable de corrferer a un Streptococcus 

I 
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une resistance a au moins un phage, et on introduit le vecteur dans un Streptococcus. 



6. ProcecJe selon ia revendication 5. caracteris6 en ce que Ton clone dans un vecteur un fragment d'ADN selon Tune 
des revindications 2 a 4. 

5 

7. Streptococcus ayant integre dans son genome ou par le moyen d'un plasmide replicable un fragment d'ADN de 
phage virulent centre un Streptococcus 'capable de conferer a un Streptococcus une resistance a au moins un 
phage, notamment un fragment homologue ou s'hybridant avec le fragment Hindlll de 3.6 kb present dans le plas- 
mide CNCM 1-1588 ou le fragment EcoRV de 6.5 kb present dans I e plasmide CNCM 1-1589. 

10 

8. Vecteur de replication ou d'int6gration recombinant comprenant un fragment d'ADN selon Tune des revendications 
1 a 4. 

9. Vecteur selon la revendication 8, constitue du plasmide CNCM 1-1588 ou du plasmide CNCM 1-1589. 
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